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摘  要  优化建立鲤鱼 ( cypr inus carp io, CC )嗅觉端脑 (嗅脑 )全蛋白提取技术。联用低渗透裂解和液氮冻溶
法破碎鲤鱼嗅脑组织 ( rh inencephalon tissue o f cyprinus carp io, CCRT )、低速离心提取 CCRT全蛋白, 并采用双
向凝胶电泳 ( 2D-PAGE)技术进行有效分离。经分析与统计, 每张 CCRT的 2D-PAGE图谱中的蛋白质斑点数
目约为 1200个。分别分离 CCRT的脂溶性和水溶性全蛋白, 并获得高分辨率的 2D-PAGE图谱。选用差异蛋
白质组学技术筛选经 10%冰醋酸创伤后的 CC,其端脑组织所表达出的 6种应激蛋白质, 并用肽质量指纹谱
( peptidem ass fingerpr inting, PM F)和数据库检索技术给予鉴定。其中 3种蛋白质为 70S热休克蛋白、B微管
蛋白和 DNA链接酶 IV,有望作为研究大脑急性创伤后的应激修复途径和机理的指示蛋白质。
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Reflex Ó 型 MALD I-TOF质谱仪 (德国 B ruker公司 ); DYCZ-24A型电泳仪 (北京六一仪器厂 );
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SCP55H超速冷冻离心机 (日本 H itachi公司 )。二硫苏糖醇 ( DTT )、3[ ( 3-胆酰胺丙基 )-二乙胺 ]-丙璜酸
( CHAPS) (Am resco公司 ) ; 载体两性电解质 ( carrier ampholyte, CA ) pH 3~ 10和 pH 5 ~ 8 ( Amersham
B ioscience); 基质 2, 5-二羟基苯甲酸 ( DHB )、芥子酸 ( SA ) (美国 ICN生物医学公司 ) ;胰蛋白酶 (V5111)
( Promega公司 ); SDS分子量标准 ( Ferm entas公司 ) ; 2-羟乙基-1-哌嗪乙磺酸 ( HEPES)、PM SF(色谱纯,
美国 S igma公司 )。丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸胺 ( APS)、N onider P-40 (NP-40)、四甲基乙二胺
( TEMED)、尿素 (U rea)、三羟甲基氨基甲烷 ( T ris)、乙二胺四乙酸 ( EDTA)、苯甲基磺酰氟 ( PMSF)、三氯
乙酸 ( TCA )、硫脲等均为分析纯 (上海生工生物工程公司 )。
2. 2 CC嗅脑实验材料制备
实验所需的 CC体长约为 20~ 30 cm。为了防止人工饲料对 CC的新陈代谢产生影响,实验前需要
把 CC置于实验室内驯养一星期和解剖前停止喂食 72 h。处理组:随机选取健康 CC 3只, 以浸有 10%
冰醋酸的小棉签伸入实验 CC的嗅孔,进行急性创伤处理 10m in,杀死 CCRT的表层细胞, 使与嗅脑联系
的嗅球神经节 (在处理区域内 )失去了体表防御功能。对照组: 以蒸馏水替代冰醋酸, 处理方式类似上
述步骤。进行急性创伤 72 h后,各组 CC分别断尾放血后,断颈处死。从嗅孔位置向后小心剪开整个颅
腔,用预冷生理盐水洗净脑体表面脂层,迅速取出全脑,剥去血囊及脑膜,分离出所需组织, 称重并置于
液氮内保存。整个组织解剖和样品预处理全过程不超过 5 m in。
2. 3 制备样品裂解液
按下列条件配制裂解 CCRT的工作液: ( 1)裂解液 Ñ : 7 mo l/L 尿素、2 mo l /L硫脲、4% CHAPS、
60 mmo l/L DTT、10mmo l/L Tris、0. 5% CA、1mmol /L EDTA、1mmol /L PM SF。 ( 2)裂解液 Ò : 15 mmo l/L
HEPES缓冲液、1mmo l /L EDTA、1mmol /L PM SF, pH 7. 8。 ( 3)裂解液 Ó : 9 mo l/L尿素、4% CHAPS、
60 mmo l/L DTT、10mmol /L Tris、1mmol /L EDTA、1mmo l /L PM SF。
2. 4 嗅脑组织总蛋白质提取
每毫克 CCRT加入 5 LL预冷裂解液Ñ。在冰浴条件下,用 200 LL t ips吸头迅速吹吸打散嗅脑组织
至半匀浆状态, 并用液氮冻溶方法, 进一步处理样品。随后将已破碎样品置于 4e 冰箱中, 放置约为
8 h, 以确保 CCRT细胞中的内含物充分释放于裂解液 Ñ中。然后, 用丙酮 /TCA沉淀蛋白质,并用不含
PM SF的裂解缓冲液 Ñ进行复溶。随后, 对已复溶蛋白样品进行超速离心 ( 4 e 下 100000 r /m in离心
30 m in) ,弃沉淀,收集上清液备用。
2. 5 水溶性蛋白质提取
每毫克 CCRT加入预冷裂解液 Ò (参考 2. 4节的方法 ) 5 LL, 在冰浴器皿内, 用 200 LL tips头迅速
吹吸打散 CCRT至均匀状态,液氮冻溶, 于 4e 放置 2 h后。在 4e 以 1000 r /m in低速离心组织破碎液
3 m in,收集上清液 (获取水溶性蛋白质 ), 随后移至 4e 下,以 100000 r /m in高速离心 30 m in, 再取上清
液。按常见的丙酮法沉淀获取 CCRT水溶性全蛋白质,但所配制的丙酮沉淀液中混合少量的裂解液 Ò
(不含有 PM SF组分 )。
2. 6 脂溶性蛋白质提取
参考 2. 4和 2. 5节的方法,并选用裂解液 Ó 制备 CCRT的脂溶性全蛋白质。获得的实验样品均采
用 B radford考马斯亮蓝法进行蛋白含量分析, 调节总蛋白浓度至 8 g /L,在 - 80 e 下保存备用。
2. 7 双向凝胶电泳分离、染色和图像分析
第一向 ( IEF-PAGE, pH 5. 0~ 8. 0) :每管上样量为 80 Lg (取 10 LL样品, 以 20 LL裂解液稀释,静置
30 m in后,离心并上样 )。电泳程序为: 200V, 20m in; 300 V, 40m in; 400V, 20 h。第二向 ( SDS-PAGE,
浓缩胶浓度为 4%, 分离胶浓度为 12% ):以每板 20 mA恒流电泳至溴酚蓝前沿距胶部下缘端 5mm时结
束电泳。采用银染法染色蛋白质。选用 GDS 8000pc型号的凝胶成像扫描分析系统扫描 SDS-PAGE蛋白
质凝胶层析板,获取 2D-PAGE图谱,并用 Melan ie 4. 0双向凝胶电泳图谱分析软件统计蛋白质斑点总数目。
2. 8 质谱分析与蛋白质鉴定
基质配制: V (乙腈 ) BV ( H2O) BV (三氟乙酸 ) = 3B7B0. 01。按 m (基质 DBH ) Bm (芥子酸 SA ) = 1B1进
行预混合。随后,将混合基质加入到溶解液中, 直到所配置的基质溶液处于饱和状态为止, 静止溶解
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60 m in。取上清基质溶液与待测蛋白质样品按 1B1的体积比均匀混合, 供质谱分析。质谱分析基本条
件: MALDI-TOF质谱仪的离子解吸电离源是脉冲氮激光 ( 337 nm )。分析模型选用高分辨率反射分析模
型,加速电压控制在 20 kV。平均每次测定样品的激光脉冲次数约为 120次。采用外标法标定多肽质
谱峰的峰位
[ 7]
。蛋白质鉴定:质谱数据检索和蛋白质鉴定参考文献 [ 1, 2]的分析方法。
3 结果与讨论
3. 1 优化分离鲤鱼嗅脑组织全蛋白质
本实验尝试如下 4种方法提取 CCRT全蛋白质: ( 1)采用常规裂解液裂解 CCRT只能获得异常粘稠
的凝胶状物质,其提取物直接影响全蛋白质后续分离效率。 ( 2)选用常规核酸处理法, 通过增加 DNA
酶量或提高超声波处理强度等方式难于减少 CCRT的胶状物干扰, 全蛋白质提取物仍然不适合采用
2D-PAGE法进行高效分离。 ( 3)采用超速离心 ( 120 000 r/m in)技术离心样品时,可减少约 50%凝胶物
质。所获得全蛋白质样品适合于 2D-PAGE有效分离, 但蛋白质总得率不高, 尤其蛋白质分子量 > 50 kD
的产率很低。推测可能由于核酸的紧密网状结构影响了蛋白质在裂解液中的溶解和扩散, 以致样品经
超速离心后丢失大量的蛋白质。 ( 4)采用变性剂尿素 /硫脲和 DNA酶或超声波联用处理方式, 可消除
CCRT蛋白质提取过程中出现胶状物质,但由于样品液中含有大量带负电荷的核酸碎片, 同样也严重影
响第一向 IEF的有效分离。为了克服上述不足,设计了一种与常规去除核酸方法不同的途径,即通过联
用低渗透细胞破碎和液氮冻溶辅助法破碎 CCRT, 它能在有限范围内打断染色体 DNA的同时,减少释
放无规则且小片段结构的核酸组分。实验结果显示, CCRT按上述方法破碎后, 不再呈现胶状。采用
1000 r /m in低速离心 10 m in, 即可把匀浆液中的大量核酸、组织碎片和胶状物质逐一分离。随后再采用
超速离心 ( 100000 r/m in, 30 m in), 分别获得脂溶性蛋白质和水溶性蛋白质组分, 并适合于采用 2D-
PAGE方法给予有效分离。
3. 2 鲤鱼嗅脑组织中脂溶性蛋白质的分离与分布
图 1是 CCRT脂溶性蛋白质的 2D-PAGE图谱。由图 1可见, 脂溶性蛋白质斑点主要位于 IEF凝胶
层析板 pH 5. 0~ 8. 0范围内,尤其集中在 pH 6. 5~ 8. 0。这表明 CCRT中脂溶性蛋白质种类主要归属于




采用 M elan ie 4. 0双向凝胶电泳图谱分析软件统计图 1中蛋白质斑点数目约为 1200个。图 2是 CCRT
受急性创伤后,它的嗅脑组织中脂溶性蛋白质的 2D-PAGE图谱。比较图 1和图 2可看出, 虽然 CCRT
已经受到急性创伤,但它的脂溶性蛋白质的分布规律与图 1很相似, 只存在着极少量的差异蛋白质斑
点,例如图 1的 S1和图 2的 S2蛋白质斑点,推测这些差异斑点与 CCRT受创伤后所表达的应激脂溶性
蛋白质种类有关。
3. 3 鲤鱼嗅脑组织中水溶性蛋白质的分离与分布
图 3是 CCRT中水溶性蛋白质的 2D-PAGE图谱。采用蛋白质组分析软件分析图 3中的蛋白质斑
点数目也约为 1200个。从图 3可见, CCRT蛋白质斑点主要集中分布在 pH 5. 5~ 8. 0, 分布较均匀, 这
一点不同于脂溶性蛋白质 (见图 1和图 2)。多数蛋白质的亚基分子量位于 20~ 100 kDa, 蛋白质斑点分
布规律也略不同于脂溶性蛋白质, 表明脂溶性和水溶性蛋白质的分布规律和蛋白质种类存在差异性
(图 1~图 3)。图 4是 CCRT受创伤后, CCRT中水溶性蛋白质的 2D-PAGE图谱, 其蛋白质斑点的分布
规律与图 3很相似,这一现象说明受创伤后的 CCRT所表达的水溶性差异蛋白质种类较少,例如图 3的






对图 1~图 4中的 S1~ S6差异蛋白质斑点进行放大, 可获得图 5结果。
经分析,发现 S2和 S6斑点为上调蛋白 ( up-regulated prote in) , S1和 S3斑点为低表达 ( low expres-
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 图 1 鲤鱼嗅脑组织中脂溶性蛋白质的双向凝胶电泳
图谱
F ig. 1 2D-PAGE m ap o f fat- so lub le prote ins from the rh-i
nencephalon tissue o f cyprinus carp io
 图 2 经 10%醋酸急性处理后, 鲤鱼嗅脑脂溶性蛋白质
的双向凝胶电泳图谱
F ig. 2 2D-PAGE map of fat-so luble pro teins from the rh-i
nencepha lon tissue of cyprinus carp io after the fish w as
treated acute ly w ith 10% acetic ac id
 图 3 鲤鱼端脑水溶性蛋白质双向凝胶电泳图谱
F ig. 3 2D-PAGE map o f w ate r- solub le pro teins from the
rh inencephalon tissue o f cypr inus carp io
 图 4 经 10%醋酸急性处理后, 鲤鱼端脑水溶性蛋白质
的双向凝胶电泳图谱
F ig. 4 2D-PAGE m ap of wa ter- so lub le pro te ins from the
rh inencepha lon tissue o f cyprinus ca rp io afte r the fish w as
treated w ith 10% acetic acid
sion)蛋白质, S5斑点为下调蛋白 ( down-regulated
pro tein)。采用 PMF技术和 MASCOT网站提供的检
 图 5 比较图 1~图 4的差异蛋白质放大图
F ig. 5 Com pared of en larged spo ts o f d ifferentia l
prote ins from the F igs. 1- 4
a( F ig. 1 ) and c( F ig. 3 ) : 对照蛋白质斑点 ( control
protein spots) ; b ( Fig. 2) and d( Fig. 4 ) : 经 10%醋酸
处理后的差异蛋白质斑点 ( d ifferent ial protein s after
exposure to 10% acet ic acid)。
索工具进行鉴定差异蛋白点。检索基本条件为 PMF图谱
中的肽片段质量在 600~ 3000 Da之间, 肽片段分子质量最
大允许误差为 ? 0. 2 Da, 离子类型选择单同位素分子量
MH
+
,酶解的漏切位点为 1 /2个, 被选择的片段峰信号均









PAGE图谱中, 选取了 6个差异点, 采用 PMF技术进行鉴
定。表 1结果表明,创伤组的脂溶性蛋白中的 S2蛋白质匹
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表 1 鲤鱼受 10%醋酸处理后, 其端脑表达差异蛋白质的质谱鉴定
Table 1 M S Identifica tion of the d ifferentia l proteins expressed w ith the rh inencephalon tissue of cypr inus carpio a fter treated













M r( Da) /pI
描述
Descript ion
S1 - - - - - -
S2 g i| 1620379 49 12% T ak ifugu rub ripes 26788 /5. 00 70 kD heat-shock protein
S3 g i| 68433185 58 9% Dan io rerio 104770 /7. 93 sim ilar to DNA ligase IV
S4 g i| 68418808 62 16% Dan io rerio 54240 /7. 52 hypothet ical p rotein XP_ 678617
S5 g i| 68432635 52 13% Dan io rerio 36768 /6. 23
sim ilar to GRP1 b ind ing protein
GRSP1
S6 g i| 37681975 128 22% Dan io rerio 50097 /4. 77 tubu lin, beta 5
 
配为热急蛋白,创伤组水溶性蛋白中的 S6蛋白质匹配为 B微管蛋白,均已被证实在神经系统创伤后有
表达上调结果。创伤组水溶性蛋白 S5为 GPR1 ( g lucose-regu lated pro te in, 葡萄糖调节蛋白 )结合蛋白,
其中 GRP是在应激状态下细胞内质网明显表达的一类应激蛋白, 是 HSP家族的重要组成部分;对照组
水溶性蛋白中选取的 S3匹配为类似 DNA链接酶 IV, 被认为和同源重组蛋白 Rad54共同维持细胞内染
色体的稳定性。 S1未能获得有效信息, 可能受目前数据库中鳍鱼类的数据量有限限制; 另外蛋白质本
身复杂的翻译后修饰也增加了数据检索难度。综合考虑以上因素, 本实验采用 10%冰醋酸急性处理
后,能使 CCRT表达出 6种应激蛋白质, 并起着抗逆和修复作用。进一步分析发现, 其中 70 kD hea-t







[ 1, 14~ 16 ]
。
References
1 Chen Dong-Shi(陈东仕 ), H uang H e-Q ing (黄河清 ), Wu H an-Zhi(吴韩志 ) , C ai Zong-W e i(蔡宗苇 ). Chem. J.
Chinese Universities (高等学校化学学报 ), 2006, 27( 7) : 1257~ 1261
2 Zhu J Y, H uangH Q, B ao X D, L in Q M, Ca i Z. Aquatic Tox ico logy, 2006, 78( 1): 127~ 135
3 Zhou Bo(周  波 ) , Y angW ei(杨  伟 ), Zhang Jing-H ua(张景华 ), T ong Yuan-Peng(童元鹏 ) , Zhao Ru i(赵  锐 ), Ji
Jian-Guo(纪建国 ), Ru Bing-Gen (茹炳根 ). Chem. J. Ch inese Univers ities (高等学校化学学报 ) , 2003, 24 ( 12 ):
2202~ 2207
4 Odrem an F, V indigniM, Gonza les M L, N icco lini B, Cand iano G, Zabo tti B, Skrap M, P izzo litto S, S tanta G, V indign i
A. J . P roteom e. Res. , 2005, 4: 698~ 708
5 L in Q ing-M e i (林庆梅 ), Huang Hu -iY ing (黄慧英 ), H uang H e-Q ing (黄河清 ), Ca i Zong-W ei(蔡宗苇 ) . Chinese J.
Anal. Chem. (分析化学 ) , 2006, 34: S95~ S99
6 W ang Jing (王  静 ), Xu Xue- Jiao(许雪绞 ), Yu Yan-L ing (于雁灵 ), L iu Y in-Kun(刘银坤 ), Y ang Peng-Yuan(杨芃
原 ) . Chem. J. Chinese Universities(高等学校化学学报 ), 2004, 25( 12): 2247~ 2249
7 Luo Guo-An(罗国安 ), D eng B in (邓  斌 ), Y e Neng-Sheng (叶能胜 ), W ang Y -iM ing(王义明 ). Chem. J. Chinese
Universities(高等学校化学学报 ), 2005, 26( 9): 1645~ 1649
8 Sh iY, X iang R, H o rva th C, W ilk ins J A. J. Chromatog. A, 2004, 1053: 27~ 36
9 Huang H Q, X iao Z Q, Chen X, L in Q M, C ai Z, Chen P. B iophy s. Chem. , 2004, 213~ 222
10 Zeng X H, Huang H Q, Chen D S, Jin H W, H uangH Y. Intern. J. M ass S ep ctr. , 2007, 261: 108~ 114
11 C arberry S, Nev ille C M, Kavanagh K A, Doy le S. B io chem. B iophy s. Res. Comm. , 2006, 341: 1096~ 1104
12 T rue ttner J, Schm idt-Kastner R, Busto R. J. N eurotraum a, 1999, 16( 6): 471~ 486
13 Roskam s A J, Ca iX, Ronne tt G V. N euroscience, 1998, 83( 1) : 191~ 200
14 M ills K D, Fe rguson D O, Essers J. GenesDev. , 2004, 18( 11) : 1283~ 1292
437第 4期 包晓东等: 蛋白质组学技术筛选与鉴定鲤鱼嗅脑急性创伤后的应激蛋白质   
15 KaoW V, Chen Y R, Y iE C, leeH, T iaoQ, W u K M, Tsa i S F, Yu S S F, Chen Y J, Aebe rso ld R, Chan S I. J. B iol.
Chem. , 2004, 279: 51544 ~ 51560
16 ZhuoH u-iQ in (卓慧钦 ) , J in H ong-W e i (金宏伟 ), H uang H e-Q ing (黄河清 ), H uang Hu -i Y ing (黄慧英 ), C ai Zong-
W e i(蔡宗苇 ). Chinese. J. Anal. Chem. (分析化学 ) , 2007, 35( 6): 791~ 796
Selection and Identification ofAcute Proteins w ith Proteom ic
Techniques in Rhinencephalon of Cyprinus
Carpio afterW ounded Acutely
Bao X iao-Dong1, 2, H uang L in1, 2, H uangH e-Q ing* 1, 2, 3, Ca i Zong-W ei4
1 (The K ey Laboratory of M inis try of Education for Cell B iology and Tumor Cell Eng ineering, School of L ife Sciences;
2The K ey Labora tory of Chem ical B iology of Fujian Province,
S tate K ey Laboratory of P hy sical Chem istry of Solid Surface Collage;
3Chem istry& Chem ical E ng ineer ing, X iamen University, X iamen 361005)
4 (D epar tm ent of Chem istry, H ong K ong Bap tist University, H ong K ong )
Abstract A comb ined available approach of low osmosis and freeze-so lub lew ith liqu id n itrogen was employed
to d isrupt the rhonencephalon tissue o fCyp rinus carp io( CC) . A centr ifugalmethod w ith low speed w as used to
ex tract proteins in rhinencephalon tissue of CC ( CCRT ) , and h igh-resolution 2D-PAGE m ap w ith 1200
pro tein spots w as obta ined. In this study, several techn iques w ere employed for ex tract ing and separating
pro teome in CCRT. Three lysis so lut ions w ere prepared to disrupt the tissue in the fish, and used to extract
pro teom, w ater-so luble prote ins and fa-t soluble proteins, respect ively. Both fa-t solub le and w ater-so lub le pro-
teins from the CCRT were effect ive ly separated by an optim ized 2D-PAGE method w ith h igh resolution. W ith
treating by 10% acet ic acid, six acute prote ins in CCRT were selected by proteom ic techn iques, and further
identified by pept idemass fingerprin ting ( PM F) and da tabase research, respect ive ly. Three o f these differen-
t ial proteins can be primarily defined to be 70 kD hea-t shock prote in, DNA ligase IV, and B 5 tubu lin. Itw as
proposed that these pro teinsm ay be used as markers to study the repairing pathw ay and mechanism in bra in
once w ounded.
Keywords Cyprinus carp io rhonencepha lon tissue, proteom ics, w ound, d ifferent ia l proteins, ex traction and
separation
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